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RESUMO

O HERZ2 é um marcador progndstico e preditivo amplamente utilizado em cancer
de mama de mulheres e a sua superexpressao esta ligada a um menor tempo
livre de doenga, diminuicdo da expressdo de receptores de estrégeno e
progesterona, maior taxa de proliferacdo e migragao celular, invasividade
tumoral, frequéncia de metastases, angiogénese e diminuigdo da apoptose. Nas
neoplasias mamarias de caes, o papel do HER2 ainda n&o esta satisfatoriamente
esclarecido, porém ja foi observado que sua superexpressao esta relacionada
com pleomorfismo celular e aumento do numero de figuras de mitoses, sendo
que esta relagdo também ja foi notada em mulheres. O lapatinibe € um inibidor
tirosina-quinase que age bloqueando a fosforilagao dos receptores HER2. O seu
uso esta relacionado com melhores resultados no tratamento em mulheres com
tumores HER2+. Nesse estudo, objetivou-se verificar os efeitos do lapatinibe em
cultura celular in vitro, provenientes de carcinoma mamario canino primario e
metastatico. Quatro culturas celulares de carcinoma mamario primario e duas
metastases previamente estabelecidas e caracterizadas foram expandidas,
tratadas com lapatinibe nas concentracées de 0.1, 0.5, 1 e 3uM, por 24h, e
tiveram a sua concentracdo inibitéria de 50% das células (ICso) determinado.
Além disso, verificamos a expressao de HERZ2 de todas as culturas celulares. A
ICso das células variou de 0.01 até 0.58uM. Ademais, o lapatinibe foi capaz de
inibir a viabilidade de todas as culturas celulares tratadas, sendo que quanto
maior a expressao de HER2 de uma cultura, mais sensivel ela foi ao lapatinibe.
Portanto, o tratamento com lapatinibe pode ser uma op¢do promissora para
pacientes caninos com carcinoma mamario primario ou metastatico, podendo
ser utilizado principalmente em animais com neoplasias HER2+.

Palavras-chave: cdo, cancer, oncologia, alvos moleculares, terapia de
precisao



LEIS-FILHO, A. F. Lapatinib effects on HER2+ and HER2- canine mammary
carcinoma cells cultured in vitro. Botucatu — SP. 2020. 75 p. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia. Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”- UNESP.

ABSTRACT

HER2 is a prognostic and predictive marker widely used in breast cancer
diagnosis in women and its overexpression is linked to shorter disease-free
survival, decreased expression of estrogen and progesterone receptors, higher
proliferation rate and cell migration, tumor invasiveness, frequency of
metastases, angiogenesis and decreased apoptosis. In the mammary neoplasms
of dogs, the role of HER2 is not yet satisfactorily clarified, however it has already
been observed that its overexpression is related to cellular pleomorphism and
increased numbers of mitosis figures. This relationship has also been noticed in
women. Lapatinib is a tyrosine kinase inhibitor that acts by blocking the
phosphorylation of HER2 receptors. Its use is linked to better results in the
treatment of women with HER2+ tumors. The aim was to access the effects of
lapatinib on primary and metastatic canine mammary gland carcinoma cell
cultures in vitro. Cell cultures from four primary mammary carcinoma and two
metastases that were previously established and characterized were expanded,
treated with lapatinib at concentrations of 0.1, 0.5, 1 and 3uM, for 24h, and had
their inhibitory concentration of 50% of the cells (ICso) determined. In addition, we
verified the expression of HER2 from all cell cultures. The ICso of the cells ranged
from 0.01 to 0.58 uM. Furthermore, lapatinib was able to inhibit the viability of all
treated cell cultures The higher the expression of HER2 in a culture the more
sensitive it was to lapatinib. Therefore, treatment with lapatinib can be a
promising option for canine patients with primary or metastatic mammary gland

carcinoma and can be used especially in animals with HER2+ neoplasms.

Key words: dog, cancer, oncology, molecular targets, target therapy



CAPITULO 1



1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Devido aos avangos na medicina veterinaria, a expectativa de vida dos
caes vem aumentando progressivamente. Consequentemente, doencgas ligadas
ao envelhecimento tornam-se cada vez mais comuns entre esses animais e
nesse contexto, as neoplasias representam uma das mais importantes
enfermidades que acometem os cades (ROWELL et al., 2011).

O cancer é considerado a principal causa de 6bito em animais de idade
avangada e a segunda causa mais comum nos animais de companhia de todas
as idades. Nos caes, as mais frequentemente diagnosticadas sédo as de pele,
mama e testiculo (BENTUBO et al., 2007; TRAPP et al., 2010).

Nas fémeas, dentre todas as neoplasias, as de mama sdo as mais
comuns, principalmente em animais acima de 7 anos, ndo castrados ou
castrados apds a idade adulta e com historico de pseudociese (FONSECA;
DALECK, 2000; OLIVEIRA et al., 2003). Estas neoplasias representam cerca de
50% dos diagndsticos de neoplasias, sendo que mais da metade é maligna
(SLEECKX et al., 2011; PENA et al., 2014).

Geralmente, as neoplasias mamarias sao de origem epitelial, contudo
podem ter origem mista (componente epitelial e mesenquimal, concomitante) ou
mesenquimal (SORENMO, 2003; GOLDSCHMIDT et al., 2011). Sua incidéncia
esta relacionada com os hormébnios sexuais e em paises onde a ovario-
histerectomia (OHE) é realizada precocemente, a incidéncia desta neoplasia &
extremamente baixa (SORENMO, 2003; SLEECKX et al., 2011).

Do ponto de vista epidemioldgico e morfolégico, as neoplasias mamarias
de humanos e caes possuem diversas semelhancgas, principalmente quanto a
classificagao histolégica (PINHO et al., 2012) e aspectos moleculares (NAM et
al.,, 2020; KHAND et al.,, 2020). Uma possivel justificativa para estas
semelhancas é o fato de que, por viverem no mesmo ambiente, ambas espécies
sdo expostas aos mesmos agentes carcinogénicos, sendo que os fatores de
risco sdao semelhantes. Esta relagdo entre o ambiente e o aparecimento de
neoplasias em humanos e caes ja foi observada em casos de carcinoma
mamario, linfoma, carcinoma de pulméo e osteossarcoma (YU; CHEAH, 2017).

Na medicina humana, o estudo das alteragdes genéticas relacionados ao
desenvolvimento de neoplasias, levou ao descobrimento de marcadores

moleculares tanto génicos quanto proteicos, que além de possibilitarem a



deteccédo precoce de neoplasias, também possuem valor progndstico e preditivo.
O estudo desses marcadores fez com que a medicina humana caminhasse em
direcdo a medicina de precisao, sendo que cada paciente é tratado levando em
conta as especificidades da neoplasia que se desenvolveu. Como exemplos
desses marcadores, podemos citar o receptor do fator de crescimento
epidérmico (ERBB2 ou HERZ2), que quando super expresso esta associado a
maior malignidade da neoplasia. Nestas situagbes, os pacientes podem ser
tratados com o anticorpo monoclonal trastuzumab e os resultados se
demonstram satisfatérios (SINDRANSKY, 2002; DANIELS et al., 2019).

O receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2) é um
gene que se apresenta amplificado em aproximadamente 15% a 20% dos
canceres de mama em mulheres, consequentemente a proteina correspondente
a esse gene é também encontrada em em maior quantidade nestas células
(WOLFF et al., 2013; WAKS et al.,, 2019). Sua principal fungdo € mediar a
proliferagcdo celular e progressao do ciclo celular promovendo um
comportamento mais agressivo dos tumores (HOLBRO et al., 2003; ASIF et al.,
2016). Assim, estudos mostraram que mulheres cujos neoplasias exibem
superexpressdo de HER2 tém uma forma mais agressiva de cancer de mama,
associada a uma sobrevida livre de doencga e sobrevida global significativamente
reduzidas em comparagao com mulheres cujos tumores n&o superexpressam
HER2 (ROSS et al., 2009; ASIF et al., 2016).

Como o HER2 é de extrema importancia nas neoplasias mamarias de
humanos, tendo um papel fundamental no progndéstico e tratamento, na medicina
veterinaria o estudo desse receptor pode trazer grandes beneficios aos caes,
uma vez que o HER2 pode participar dos mesmos processos biolégicos dos

tumores nas cadelas, assim como ocorre nas mulheres.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neoplasias mamarias

As doencas que acometem animais idosos, como as neoplasias, sdo cada
vez mais frequentes, uma vez que os animais de companhia estao atingindo uma
maior expectativa de vida a cada ano. Isso ocorre devido as novas técnicas

diagndsticas e tratamentos descobertos devido ao avango tecnoldgico. Fatores



ambientais e condigdes genéticas também influenciam o aparecimento de
neoplasias (GRUNTZIG et al., 2016).

Em humanos, o cancer € uma das principais causas de mortalidade
mundial, com aproximadamente 14 milhdes de novos casos relatados em 2012
(FERLAY et al., 2013). Segundo dados da Organizacédo Mundial da Saude
(OMS) o céancer é a segunda maior causa de morte em humanos no mundo,
sendo responsavel por 9,6 milhdes em 2018, sendo que 1 em cada 6 mortes
esta ligada as neoplasias.

De acordo com a International Agency for Research on Cancer, dentre
todas as neoplasias, as mamarias sao o tipo mais frequente em mulheres. Em
2018, 626.679 mulheres morreram em decorréncia desta afec¢do, o que
representa cerca de 15% de todas as mortes relacionadas as neoplasias em
mulheres. Segundo dados do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes
da Silva (INCA) em 2018, 16.724 mulheres morreram de cancer de mama no
Brasil. Em mulheres, a neoplasia mamaria mais diagnosticada é o carcinoma
ductal invasivo (ABDELMEGEED; MOHAMMED, 2018).

Em um estudo realizado por Bronson em 1982, no qual 2002 animais
foram necropsiados, 39% desses tiveram suas mortes diretamente ligadas a
neoplasias, sendo que em animais com até 5 anos, as neoplasias foram
responsaveis por 20% das mortes e acima de 10 anos o 6bito foi diretamente
relacionado a complicagdes decorrentes de neoplasias em pelo menos 40% dos
animais necropsiados.

Nas cadelas, as neoplasias mamarias apresentam alta incidéncia,
especialmente nos animais ndo castrados (SORENMO, 2003). E a segunda
neoplasia mais comum em caes, atras apenas das cutineas, sendo mais
comuns ainda em cadelas idosas e nao castradas (BENTUBO et al., 2007;
TRAPP et al., 2010).

As neoplasias mamarias representam cerca de 50% de todas as
neoplasias em fémeas caninas (NOVOSAD, 2003). Em um estudo nacional,
cerca de 70% dos tumores de mama de cadelas, foram, classificados como
malignos, sendo que a maioria das neoplasias malignas sao carcinomas
(OLIVEIRA et al., 2003). Além disso, das cadelas que apresentam neoplasias
malignas, aproximadamente 30% possuem metastases em linfonodos
(OLIVEIRA FILHO et al., 2010).



A maiorias das cadelas possuem cinco pares de glandulas mamarias e
sua classificagao ocorre pelo posicionamento das mesmas. Os dois pares de
mamas toracicas sao divididos em mamas toracicas craniais (M1) e caudais
(M2), os dois pares de mamas abdominais, divididos em craniais (M3) e caudais
(M4), e um par de mamas inguinais (M5). As mamas classificadas como M4 e
M5 sdo as mais acometidas pelos tumores, devido a maior quantidade de tecido
adiposo e glandular nessa regido (DALECK; DE NARDI, 2016).

Os horménios esteroides sao responsaveis pelo desenvolvimento da
glandula mamaria da cadela e, por esse motivo, algumas neoplasias podem ser
consideradas horménio-dependentes. Nos primeiros ciclos estrais da cadela,
que ocorrem em sua puberdade, o aumento do estrégeno produzido pelos
foliculos ovarianos estimula o crescimento ductal, levando a uma hiperplasia das
células secretoras mamarias. Além do aumento do estrégeno, a progesterona
produzida pelos corpos luteos apds a ovulagao também ira apresentar niveis
sanguineos elevados, levando ao crescimento dos lébulos alveolares (PENA, et
al., 2014).

Outro hormoénio envolvido no desenvolvimento da glandula mamaria da
cadela é a prolactina, produzida na adeno-hipdfise, que atua estimulando o
crescimento das glandulas mamarias durante a gestacgao, além de estimular a
producao e secrecgao lactea (QUEIROGA et a., 2005; SLEECKX et al., 2011).
Apesar de raro, as neoplasias mamarias podem acometer machos (SABA et al.,
2007; KWON, et al., 2017). Contudo, sdo mais frequentes nas fémeas, ja que ao
longo da vida o tecido mamario delas é submetido diversas vezes a agédo dos
horménios durante o ciclo estral (DE NARDI et al., 2002; SORENMO, 2003).
Sendo o estrogeno o principal horménio do ciclo estral que estimula a
proliferacdo do epitélio mamario (FONSECA; DALECK, 2000; SORENMO et al.,
2000; QUEIROGA et al., 2005).

2.2 Sinais clinicos e diagndstico

Animais que desenvolvem neoplasias mamarias geralmente se
apresentam saudaveis, sendo a principal queixa o aparecimento de um ou
multiplos nddulos na regidao mamaria. O diagndstico em um primeiro momento é
realizado pela associacido do historico, exame clinico, especialmente uma

cuidadosa palpacao das glandulas mamarias (SORENMO et al., 2011). Estas



neoplasias tém diversas apresentagdes clinicas, podendo surgir como ndédulos
unicos, multiplos ou em placa, de tamanho variado, com consisténcia firme ou
macia, podendo ser moéveis ou aderidos a pele e/ou musculatura. Além disso
podem ser ulcerados e acompanhados de inflamacdo ou infecgao local
(CASSALI et al., 2011).

O proximo passo apds a suspeita clinica de neoplasia mamaria, € o
exame de citologia aspirativa por agulha fina, com o intuito de diferenciar a
possivel neoplasia mamaria de outros processos que podem ocorrer na regiao,
como inflamagao ou hiperplasia da glandula mamaria e até mesmo neoplasias
de outra origem (SIMEONOQV; STOIKOV, 2006; KUPPUSAMY et al., 2019).

Assim como na maioria das neoplasias, o diagndstico definitivo deve ser
realizado pelo exame histopatoldgico, seja por bidpsia ou apds excisao cirurgica
(SIMEONOV; STOIKOV, 2006). Por meio desta técnica € possivel se obter mais
informagdes sobre a lesdo como o grau de malignidade da neoplasia, além de
classifica-la quanto a sua origem (ELSTON; ELLIS, 1998; PAGE et al., 1998;
CASSALI et al., 2017).

Em associacdo com o diagndstico da neoplasia, € de fundamental
importancia avaliar o estado geral do animal. Exames complementares, como
hemograma e bioquimico, podem elucidar alteragdes que muitas vezes estao
relacionadas com a neoplasia mamaria como anemia, coagulopatias, leucopenia
ou leucocitose, alteragcbes hepaticas, renais e sindromes paraneoplasicas
(CHILDRESS., 2012). Ap6s o diagnéstico é essencial a realizagdo de exames
de imagem, como raio-x e ultrassom, que tornardo possivel a detecgdo de
metastases distantes em térax e tecidos moles (CASSALI et al., 2011).

Outra caracteristica das neoplasias mamarias que deve ser levada em
conta no momento do diagnéstico é a sua alta taxa de metastase em linfonodos.
Portanto, a avaliagdo desses também serve como fator prognéstico dos
pacientes. Além da palpagao dos érgéos, a citologia aspirativa por agulha fina
pode ser empregada, ja que é o método mais seguro para o diagnoéstico quando
ha algum tipo de alteragdo no formato, tamanho ou consisténcia dos linfonodos
(SORENMO, 2011).



2.3 Estadiamento

Apds o diagnostico da neoplasia, € de grande importancia realizar o
estadiamento tumoral do paciente. O estadiamento tem a fungao de auxiliar o
médico veterinario tanto na determinagao do progndstico do animal, quanto na
escolha da terapia a ser instituida (OWEN, 1980; CASSALI et al., 2017).

O estadiamento é realizado com base em trés avaliagdes, sendo elas a
extensdo do tumor primario (T), o comprometimento dos linfonodos regionais (N)
e a presenca ou auséncia de metastases distantes (M). Esses resultados séo
subdivididos em classificagdes que variam de acordo com as caracteristicas da
neoplasia (Tabela 1) (OWEN, 1980).

Tabela 1. Classificagao baseada nas caracteristicas da neoplasia encontrada no
paciente (Adaptado de OWEN, 1980 e CASSALI et al., 2017).

(T) Tumor primario (N) Linfonodos regionais (M) Mestastase em 6rgaos
distantes

TO: ndo é possivel identificar o NO: sem metastase em MO: sem metastase em

tumor primario linfonodo orgaos distantes

T1: tumores menores que 3 cm N1: linfonodo regional ipsilateral M1: presenga de metastase
ao tumor em o6rgaos distantes,
inclusive linfonodos distantes
T2: tumores entre 3 e 5 cm N2: linfonodos regionais
bilaterais envolvidos

T3: tumores maiores que 5 cm

T4: carcinoma inflamatério de
qualquer tipo

A partir das classificagbes quanto ao TNM o animal sera estadiado de | a
V (Tabela 2). De maneira geral, os animais em estadios mais baixos apresentam
maior tempo de sobrevida e um progndéstico mais favoravel do que os animais
em estadios mais altos. Entretanto, apesar do estadiamento ser uma ferramenta
importante, nem sempre animais de um mesmo estadio tém uma evolugao
semelhante do quadro clinico. Isso se da pela grande heterogeneidade quanto
ao comportamento bioldgico entre as neoplasias, fazendo com que o progndstico
de neoplasias aparentemente semelhantes em um primeiro momento possa ser
muito diferente (OWEN, 1980; VAN'T VEER et al., 2002; CASSALI et al., 2017).



Tabela 2. Possiveis estadios de acordo com o sistema TNM. T: tamanho do
tumor; N: acometimento dos linfonodos regionais; M: presenca ou auséncia de
metastases distantes. Adaptado de OWEN, 1980 e CASSALI et al., 2017.

T N M
Estadio | Qualquer T1 (< 3cm) NO MO
Estadio Il Qualquer T2 (3 - 5¢cm) NO MO
Estadio lll Qualquer T3 (> 5cm) NO MO
Estadio IV Todosos T N1 MO
Estadio V Todosos T Todos os N M1

2.4 Tratamento

O tratamento de eleicdo para as neoplasias mamarias de cadelas é a
cirurgia, e a técnica a ser utilizada depende do tamanho e localizagéo do tumor,
condigao clinica do paciente e presencga ou nao de metastases (CASSALI et al.,
2018). Em casos de tumores benignos ou tumores malignos sem metastases,
pequenos, nao invasivos, bem diferenciados, a cirurgia pode ser a Unica terapia
instituida e as margens cirurgicas devem sempre ser avaliadas em exame
histopatolégico da peca cirurgica. Em casos de carcinomas inflamatérios a
cirurgia é contraindicada (SLEECKX et al., 2011; CASSALI et al., 2018).

Em casos de neoplasias ER e/ou PR positivas a associacdo OHE é
fundamental, e nos demais casos, essa a associagcao ainda sera benéfica para
prevenir novas neoplasias de utero e/ou ovario e infecgoes do sistema
reprodutivo da fémea, como a piometra (FONSECA; DALECK, 2000; SLEECKX
et al., 2011; KRISTIANSEN et al., 2016). Além do carater terapéutico, a OHE,
quando realizada precocemente, tem carater preventivo pois pode reduzir
consideravelmente o risco do desenvolvimento de neoplasias mamarias por
meio da remogao da influéncia hormonal do estrégeno e da progesterona no
tecido mamario (SORENMO et al., 2000; SLEECKX et al., 2011).

A quimioterapia deve ser associada ao protocolo terapéutico com o intuito
de evitar metastases e recidivas, além de auxiliar na eliminacdo de células
tumorais residuais. Em casos de neoplasias inoperaveis ou em pacientes com

metastases, a quimioterapia pode ser realizada de maneira paliativa, com o



objetivo de proporcionar uma melhor qualidade e expectativa de vida ao animal.
Os quimioterapicos mais utilizados na medicina veterinaria para o tratamento das
neoplasias mamarias de cadelas sao a doxorrubicina associada com a
ciclofosfamida, cisplatina, carboplatina, gencitabina e paclitaxel (DALECK; DE
NARDI, 2016). A associacao de inibidores de COX-2 é geralmente utilizada em
neoplasias mais agressivas ou indiferenciadas, ja que estas geralmente
apresentam aumento da expressao de COX-2. Os farmacos mais utilizados com
esse intuito na medicina veterinaria sdo o Piroxicam, Firocoxibe, Carprofeno e
Cetoprofeno (LAVALLE et al., 2009; CASSALI et al., 2017).

Mesmo com alto custo e baixa acessibilidade em regides distantes de
grandes centros urbanos, a radioterapia também pode ser uma opg¢ao para
neoplasias que nado foram completamente removidas ou em locais de dificil
acesso, como tentativa de redugdo de uma massa muito grande ou em caso de
metastases (SORENMO, 2003; SLEECKX et al., 2011).

Apesar da terapia alvo ja ser amplamente difundida na oncologia humana,
na medicina veterinaria ainda € um conceito de dificil aplicagcado na rotina clinica.
Existem poucos estudos nesta area dentro da medicina de animais e o custo das
terapias muitas vezes é proibitivo. Pesquisas na area podem alavancar o
desenvolvimento de medicamentos destinados ao uso veterinario, objetivando a
medicina personalizada e, consequentemente, fazendo com que os clinicos
tenham mais alternativas terapéuticas frente as neoplasias mamarias em caes
(SLEECKX et al., 2011), uma vez que atualmente, o tratamento indicado na
grande maioria dos casos é a exérese cirurgica € em casos mais agressivos, a
associagao da quimioterapia (CASSALI et al., 2018).

Em casos de metastase, a remocdo do linfonodo sentinela é
recomendada durante a mastectomia e o corante o azul patente na dose de
2mg/kg pode ser utilizado para facilitar a localizagdo dos linfonodos. Tanto nas
metastases locais quanto distantes a quimioterapia adjuvante é indicada, sendo
que a associacao de farmacos na quimioterapia apresenta melhores resultados
do que quando apenas um farmaco € utilizado. Em casos de doenga metastatica
avancgada, em que o animal se encontra debilitado, a quimioterapia metrondmica
com ciclofosfamida e carprofeno ou firocoxibe pode ser indicada (CASSALI et
al., 2018).



2.5 Receptores

Atualmente é fundamental o entendimento de que as neoplasias
mamarias, tanto em humanos quanto em cdes, apresentam grande
heterogeneidade entre si (BERTUCCI; BIRNBAUM, 2008). Portanto, a
identificacdo de fatores que possam ser utilizados como focos da terapia
antineoplasica de modo a individualizar os pacientes € de grande valia, de
maneira que para cada caso possa se instituir uma terapia de precisao, tendo
em foco as particularidades de cada individuo (BERTUCCI; BIRNBAUM, 2008).
Em vista disso, a classificagcdo das neoplasias em humanos quanto a expressao
de receptores HER2 (fator de crescimento epidérmico 2), receptores de
estrogenos e receptores de progesterona é fundamental para instituir a terapia
adequada a cada subtipo tumoral (CHACON; CONSTANZO, 2010).

O HERZ foi descrito em 1984 por SHRETCHER et al. (1984), e em caes
esta localizado no cromossomo 1 (ESCOBAR et al., 2001), codificando uma
proteina transmembrana do tipo receptor tirosina-quinase, que € um membro da
familia dos receptores de fator de crescimento epidérmico (EGFR) (ROSS et al.,
2004). Além disso, a localizagao do gene HER2, no cromossomo 1 do céo (1q13)
coincide com uma regiao frequentemente acometida por mutagcdes em
neoplasias caninas. Portanto, possivelmente mutagdes no HERZ2 podem ter um
papel importante em diversos tipos de neoplasias em caes (ESCOBAR et al.,
2001; YOSHIMOTO et al., 2019a; YOSHIMOTO et al., 2019b; YOSHIMOTO et
al., 2020).

Além do HERZ2, outras proteinas pertencem a esta familia, incluindo o
HER1 ou EGFR, HER3 e o HER4, sendo que todas estas sido receptores
transmembrana do tipo tirosina-quinase (ANDERSON et al., 2002). Apds a
conexdo com um ligante, esses receptores formam homodimeros ou
heterodimeros com outros membros da familia, causando a autofosforilagdo do
dominio tirosina-quinase intracelular e iniciando uma cascata de sinalizagao
(ROSKOSKI, 2004; ARKHIPQV et al., 2013).

Esta familia de receptores esta envolvida na comunicagao entre células e
estroma, principalmente pela transducéo de sinal, na qual fatores de crescimento
externos afetam a transcricdo de varios genes, por fosforilagdo ou
desfosforilacdo de proteinas transmembranas, e intermediarios de sinalizagao

intracelular, muitos dos quais possuem atividade enzimatica. O sinal é
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transmitido ao longo da via por ativacdo da atividade enzimatica de uma
proteina, que ativa a proxima proteina, formando uma espécie de reagao em
cadeia (HUDIS, 2007; ARKHIPQV et al., 2013).

Os receptores da familia do EGFR apresentam 4 dominios externos
(Figura 1), sendo que a ligagdo com ligantes externos é realizada nos sitios | e
[l a0 mesmo tempo. Diferentemente dos outros receptores de sua familia, o
HER2 né&o possui um local para ligagao de uma molécula externa. Na auséncia
de um ligante, o EGFR, HER3 e HER4 assumem uma conformacao "amarrada",
ou seja, o dominio extracelular Il € oculto por interagdes intramoleculares entre
os dominios Il e IV (Figura 2) (POHLMANN et al., 2009; ROSKOSKI et al., 2019).

Figura 1. Modelo estrutural dos receptores membros da familia do EGFR. Esses
receptores apresentam 4 sitios extracelulares (I, Il, 1ll e IV) e um grupo fosfato
(P) intracelular (Adaptado de: POHLMANN et al., 2009).
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Figura 2. Modelo estrutural do EGFR, HER3 e HER4 na auséncia de um ligante
externo. O dominio extracelular Il fica oculto devido as ligagdes entre ele e o
dominio IV (Adaptado de: POHLMANN et al., 2009).

Quando estimulados por um ligante externo, o EGFR, HER3 e HER4 se
dimerizam (Figura 3) com outros receptores da familia formando homo ou
heterodimeros, para que o grupo fosfato intracelular seja fosforilado e ocorra a
ativagdo de uma via intracelular (POHLMANN et al., 2009).

Existem evidencias que apontam para o HER2 como o receptor que mais
frequentemente forma heterodimeros com os outros receptores HER. Portanto,
provavelmente ele tem a fungéo de ser um grande potencializador da sinalizagao
de toda esta familia de receptores (HOLBRO et al., 2003; ARKHIPOV et al.,
2013).

A sinalizacao intracelular em que o HER2 participa € complexa, pois
dependendo do heterodimero formado por ele, uma via é preferencialmente
estimulada. Caso o HER2 esteja associado ao EGFR, ele ira estimular
preferencialmente a via do MAPK e caso esteja associado ao HERS3, o estimulo
sera preferencialmente a via do PISK/AKT, porém independente de qual dimero
sera formado pelo HER2 a vias do MAPK e PI3K/AKT serao estimuladas, sendo
que a ativacao destas vias leva ao aumento da sobrevida, proliferagao celular e
progressao do ciclo celular. Além disso, cada combinagéo de heterodimero que

o HER?2 participa ira ser responsiva a um ligante externo diferente, portanto o



12

HER2 esta associado a diferentes estimulos extracelulares e vias intracelulares
(HOLBRO et al., 2003; ROSKOSKI et al., 2019).

Ligante

rewvwwewww wvwwvewww wwwwwwwwww'w
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Figura 3. Formacéao de dimero entre os membros da familia do EGFR. Quando
estimulados por um ligante externo, esses receptores se dimerizam com outros
membros da familia por meio de ligagdes entre o dominio Il dos dois receptores,
para que o grupo fosfato interno seja fosforilado e ocorra a ativagao de uma via
intracelular (Adaptado de: POHLMANN et al., 2009).

Durante a oncogénese, além da perda de fungédo de genes supressores
tumorais, o processo de ganho de fungdo de oncogenes e o acumulo destas
mutagdes tém um papel fundamental na transformag¢ao de uma célula normal
em uma célula cancerigena. Esse processo, ao longo do tempo, pode fazer com
que as células ganhem caracteristicas como a capacidade de crescimento
autossuficiente, resisténcia a apoptose, capacidade de estimular a angiogénese,
celular, desregulagcao do balango energético celular, capacidade de evitar a

destruicdo pelo sistema imunoldgico, instabilidade genética, capacidade de
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promover inflamagao, invasao tecidual e metastase (HANAHAN; WEINBERG,
2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O proto-oncogene HERZ2 apresenta-se superexpresso em 15-20% das
neoplasias mamarias em mulheres e em torno de 21% em caes (WOLFF et al.,
2013; GAMA et al., 2008). Além disso, o aumento da expressao do HER2 esta
diretamente ligado comportamento tumoral mais agressivo com menor tempo de
sobrevida livre de doenga (ROSS et al., 2009).

Em humanos, o HER2 se apresentou amplificado em 85-90% dos
pacientes com superexpressao de HER2 em neoplasias mamarias. Nos demais
pacientes, a superexpressao ocorreu sem o aumento do numero de copias
(JOHNSON et al., 2000; JI et al., 2015). Em estudo realizado por De Las Mulas
et al. (2003), por meio da hibridizacao in situ cromogénica (CISH), foi observado
que em caes, a superexpressdo de HER2 ocorre sem o aumento do numero de
copias do gene (Figura 4). Portanto, as neoplasias mamarias que
superexpressam HER2 em caes provavelmente sdo mais semelhantes as 10-
15% das neoplasias mamarias de humanos que apresentam aumento da
quantidade da proteina HER2, porém sem amplificacdo do gene (DE LAS
MULAS et al., 2003).
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Figura 4. Neoplasia mamaria de cadela. Técnica de CISH para HER2. Um a
quatro pontos marrons por nucleo em células de carcinoma mamario de cadela,
CISH, 40x (DE LAS MULAS et al., 2003).

2.6 Caracteristicas clinicas associadas com a expressdo de HER?2

Pacientes humanos que apresentem neoplasias HER2+ estdo mais
susceptiveis a metastases em linfonodos, menor tempo de sobrevida livre de
doenca e diminuicdo da expressao de ER e PR. Portanto, também tém menor
taxa de sucesso frente a terapias enddcrinas (ROSS et al., 2009). Ademais,
neoplasias HER2+ costumam apresentar aumento da proliferagdo e migracao
celular, da invasividade tumoral, da frequéncia de metastases, angiogénese e
diminuicao da apoptose (ROSS et al., 2009).

Em um estudo realizado em 2009 em caes, concluiu-se que a expressao
da proteina HER2 n&o se correlaciona com peso corporal, estadio, tamanho da
neoplasia, localizagdo da glandula afetada, numero de nédulos, classificagao
histolégica, metastase linfonodal ou metastase distante. No entanto, a
superexpressao do HER2 foi correlacionada com a realizagao ou nao de ovario-
histerectomia nesses animais. Caes submetidos a castracio, antes ou durante
o procedimento cirurgico para a remogao da neoplasia, apresentaram maior
probabilidade de apresentar superexpressio da proteina HER2 do que aqueles
animais que nao haviam sido castrados (HSU et al., 2009).

Ainda no mesmo estudo, diferente do que é observado em humanos, a
taxa geral de sobrevida em dois anos mostrou que os caes com neoplasias
malignas que superexpressavam HERZ2 tiveram tempos de sobrevida global
mais longos do que os caes com neoplasias negativas para HER2, como pode
ser observado na Figura 5 (HSU et al., 2009).
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Figura 5. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, mostrando a relagao entre
Expressao de HER-2 e sobrevivéncia de 2 anos em 66 cides com neoplasias

mamarias malignas apds a remocgéo cirurgica (HSU et. al, 2009).

Na medicina veterinaria o papel do HER2 nas neoplasias mamarias ainda
nao é claro. Estudos reportam taxas muito variadas de superexpressao de HER2
pela imunoistoquimica, desde 4,9% (NGUYEN, et al., 2018) até 28% (RESSEL
et al., 2013). Em alguns casos a aplicabilidade desta técnica com os anticorpos
utilizados atualmente ¢é até questionada, sado relatadas marcacdes
citoplasmaticas inespecificas e resultados de imunoistoquimica incompativeis
com a RT-gPCR (Burrai et al., 2015).

Por outro lado, ARAUJO et al. (2016) comparou a expressdo por
imunoistoquimica de HER2 entre neoplasias primarias de mama em cadelas e
suas metastases em linfonodos e observou um aumento da expressao do HER2
nas metastases. Segundo o autor, isso provavelmente aponta para a importancia
do HER2 no processo de implantagao de células neoplasicas em seus nichos
metastaticos.

Ha muito tempo se sabe da importancia de se averiguar a expressao de
HER2 nos pacientes humanos com cancer de mama. Ja é definido que sem
terapias especificas esses pacientes apresentam um pior prognoéstico com

menor tempo de sobrevida e uma progressao mais veloz e agressiva da doenga,
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possivelmente pela super ativacdo de vias que levam a um estimulo da
proliferacdo das células neoplasicas (SWAIN et al., 2015; TOKUNAGA et al.,
2006).

Na veterinaria ainda se discute muito a importancia do HER2 nas
neoplasias mamarias. Nao havendo um consenso sobre o seu papel na
progressao e agressividade da doenga e nem se ele pode ser utilizado como um
alvo terapéutico com bons resultados para animais que o apresentem
superexpresso (Burrai, et al., 2015). No entanto, estudos apontam para uma
importancia grande do HER2 nas neoplasias mamarias em céaes, tendo
relacionado o aumento da expressdo de HER2 com pleomorfismo celular e
numero de figuras de mitose em neoplasias mamarias, sendo que esta relagao
ja foi observada em humanos (DUTRA et al., 2004; YANG et al., 2001; ASIF et
al., 2016).

2.7 Tratamento das neoplasias HER2+

Com foco na medicina personalizada, o trastuzumab, um anticorpo
monoclonal, foi o primeiro farmaco aprovado no tratamento de neoplasias
mamarias HER2+ em humanos (CARTER et al., 1992). Ao se ligar no dominio
IV extracelular do HER2, o trastuzumab impede a fosforilagdo do dominio
tirosina-quinase interno do receptor. Além desse efeito, esse anticorpo
monoclonal pode agir prevenindo a dimerizagdo do HER2 e causando
endocitose do receptor (KUMLER et al., 2014).

Em pacientes com a doenga em estagio inicial, a associagao do
trastuzumab com a quimioterapia convencional apresentou beneficios quanto a
sobrevida livre de doenca, sobrevida média, recidiva local e distante da doenca
nos pacientes em comparacdo com a quimioterapia. Contudo, houve aumento
da incidéncia de recidivas no sistema nervoso central e algumas neoplasias
HER2+ sao resistentes a terapias com trastuzumab. Estudos tém demonstrado
que esse farmaco pode induzir a produgao de anticorpos anti-trastuzumab, em
vista do tamanho da sua molécula, o que leva a ineficiéncia da terapia em longo
prazo (YIN et al., 2011).

Além do trastuzumab outro anticorpo monoclonal do HER2 é o
pertuzumab. Esse anticorpo se liga no dominio extracelular I, impedindo a

formacao de dimeros em que o HER2 participe. Em estudo realizado por SWAIN
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(2015) utilizando a associagao de trastuzumab e docetaxel, o pertuzumab foi
responsavel pelo aumento da sobrevida média de mulheres com cancer de
mama metastatico HER2+, sendo que o grupo tratado com esses trés farmacos
teve uma sobrevida média de 56,5 meses e o grupo tratado com trastuzumab,
docetaxel e placebo teve uma sobrevida média de 40,8 meses.

Por serem anticorpos monoclonais desenvolvidos para o0 uso em
humanos, para que o trastuzumab e o pertuzumab possam ser empregados na
medicina veterinaria eles teriam que ser modificados, de modo a evitar que o
sistema imunolégico do paciente destrua os anticorpos e também para garantir
que esses anticorpos irdo realmente se ligar ao seu sitio correspondente na
proteina alvo (FAZEKAS et. al, 2016). Ademais, esse processo de modificagao
de um anticorpo monoclonal é custoso e complexo, tendo sido realizado poucas
vezes (FAZEKAS et. al, 2016; SINGER et. al, 2014). Nesse sentido, busca-se
por alternativas para o tratamento de neoplasias HER2+.

Outra classe de farmacos que pode auxiliar no tratamento de neoplasias
HER2+, além dos anticorpos monoclonais, sao os inibidores de tirosina-quinase.
Dentre esses inibidores, o lapatinibe é considerado uma alternativa terapéutica
frente a neoplasias HER2+, atuando como um bloqueador reversivel da
fosforilagao dos receptores HER1 e HER2 (ARTEAGA et al., 2012; ROSKOSKI
et al., 2019).

Ao impedir a fosforilagao, o lapatinibe impede um mecanismo de ativagao
da via PI3K/AKT e MAPK, resultando no aumento da taxa de apoptose e
diminui¢ao no crescimento e proliferacdo celular. Além disso, o lapatinibe pode
ser administrado por via oral e nao apresenta efeitos colaterais intensos em
humanos (MEDINA; GOODIN, 2008; ROSKOSKI et al., 2019).

Em um estudo realizado com pacientes humanas com carcinoma de
mama HER2+ sem metastases, a ndo ser em linfonodo axilar, o tratamento
experimental com lapatinibe associado ao trastuzumab e paclitaxel foi superior
ao tratamento com pertuzumab associado com trastuzumab e paclitaxel. Nesse
estudo, no grupo do lapatinib, 100% dos pacientes apresentaram doenca
residual minima ou nenhuma doenca residual presente na mama ou axila apos
o tratamento farmacoldgico associado a cirurgia. No grupo do pertuzumab,
apenas 62,5% dos pacientes apresentaram doencga residual minima ou ausente

apos a associagao da terapia farmacoldgica e cirurgica (PATEL, 2019).
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A associacdo de lapatinibe e capecitabina apresentou resultados
promissores em relacdo a progressdao da doengca quando comparada ao
tratamento com apenas capecitabina em mulheres com cancer de mama
avancado HER2+ ndo responsivo ao tratamento com antraciclinas, taxanos e
trastuzumab (GEYER et al., 2007).

De maneira geral o lapatinibe € uma droga bastante utilizada na medicina
humana em associacdo com outros farmacos quimioterapicos e inibidores de
HER2, apresentando bons resultados mesmo quando outras terapias ja foram
instituidas sem sucesso (PATEL, 2019; GEYER et al., 2007). Além disso, o
lapatinibe, ao contrario do trastuzumab, por ser uma molécula pequena, tem a
capacidade de penetrar no sistema nervoso central, apresentando maior
potencial no controle de metastases neoplasicas nessa regido (ARTEAGA et al.,
2012; PETRELI et al., 2017).

Outras opcdes dentro dos inibidores da tirosina-quinase sao: o afatinib e
dacomitinib, porém essas duas moléculas bloqueiam os receptores de maneira
irreversivel, sendo que o afatinib tem maior afinidade pelos receptores HER1,
HER2 e HER4, ja o dacomitinib € um inibidor pan-HER (POLLOCK; GRANDIS,
2015; ROSKOSKI et al., 2019).

De maneira resumida, os locais de acado e vias inibidas de cada
medicamento desenvolvido para o uso em neoplasias HER2+ podem ser vistos

na figura 6.



19

Pertuzumab Trasluzumabj

Ligand

r
HER2/ HER2

HER3
EGFR S HER2/
EGFR \-# HER4

. g
|

Afatinib
Dacomitinib

Ligand HER2/

Lapatinib
Afatinib
Dacomitinib

Pl

Cell-cycle progression
Proliferation
Metastasis

Nucleus

2014 American Association for Cancer Research

CCR Reviews AACGR

Figura 6. Receptores do fator de crescimento epidérmico humano (HER). HER1,
HER2, HER3 e HER4, sao receptores que desempenham um papel no
crescimento celular, sobrevivéncia e diferenciagcao. Cada receptor € composto
por um dominio de ligagao extracelular, dominio transmembranar e um dominio
tirosina-quinase. Apos a ligagao do ligante, os receptores formam homo ou
heterodimeros e sédo ativados por fosforilagdo. Nao ha ligantes conhecidos para
o HER2, que é o parceiro preferencial de dimerizacédo entre todos os membros
da familia. A dimerizacao e subsequente fosforilacdo levam a ativacao de alvos
que participam das vias PISK/AKT e MAPK. A ativacdo dessas vias aumenta a
sobrevida e proliferagcdo celular e estimula a progressao do ciclo celular
(POLLOCK; GRANDIS, 2015).

3. CONSIDERAGOES FINAIS

Ainda que estudos abordem a importancia e demonstrem que a terapia
alvo em mulheres com neoplasias mamarias HER2+ seja fundamental para uma
melhor resposta frente ao tratamento, na veterinaria os escassos trabalhos sobre

esse assunto ainda impossibilitam a criacdo de um protocolo terapéutico
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individualizado para o tratamento de caes com neoplasias mamarias que leve
em consideragdo a expressao de HER2 (ANDERSON; AHMAD, 2002;
ARTEAGA et al., 2012; CHACON; COSTANZO, 2010; GAMA et al., 2008). Além
disso, a falta da padronizacao de fatores como a selecéo de anticorpos, dilui¢ao,
critérios de pontuacido e auséncia de controles apropriados para a técnica de
imuno-histoquimica para o HER2 na medicina veterinaria dificulta a comparacgao
dos resultados de diferentes estudos (ABADIE et al., 2018).

Conforme mostrado ao longo desta revisédo, existem muitas similaridades
entre as neoplasias mamarias em humanos e caes, portanto € muito provavel
que o HER2 também desempenhe um papel de grande relevancia no
prognéstico, tempo de sobrevida e tratamento.

Mais estudos que abordem esse tema e auxiliem no entendimento do
funcionamento do HER2 no céo poderéao trazer grandes beneficios a medicina
veterinaria, possibilitando a associacdo de terapias especificas com a
quimioterapia convencional, uma vez que mesmo com diferentes protocolos,
pelo menos 75% dos pacientes em estadio IV e V tém um tempo de sobrevida

menor do que 2 anos apos o diagndéstico (DE CAMPOS et al., 2018).
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